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© Derives de molecules biologiquement actives 
comportant une fonction amine primaire et un 
noyau hydroxyle ainsi que leurs sels d'addition 
avec les acides mineraux ou organiques, carac- 
teris6s en ce qu'ils repondent a la formule 
generate l : 

[R'R"N-A-B-0-CH 2 -CO] n R 1 (I) 
dans laquelle 

n represente un nombre entier de 1 a 10 ; 
A represente une chatne alcoylene lineaire 
ou ramifiee renfermant de 1 a 5 atomes de 
carbone ; 

B represente un noyau aromatique 
comportant de 6 a 10 atomes de carbone, le cas 
echeant substitues et eventuellement un hete- 
roatome, ou un groupement -B 1 -X-B 2 - 1 dans 
lequel B 1 et B 2 ont ia signification de B ci- 
dessus et X represente un atome d'oxygene ou 
une chaTne alcoylene renfermant de 1 a 4 ato- 
mes de carbone, 

-Ri represente un reste amine ou un reste 
d'un alcool, et 

R'et R" represented un radical alcoyle 
renferment de 1 a 5 atomes de carbone, un 
atome d'hydrogene ou un radical hydrophobe, 
ainsi que leurs sels d'addition avec les acides 
mineraux ou organiques, etant entendu que R' 
et R" ne peuvent pas representer un radical 
derive du 2-hydroxy-3-phenoxypropyIe ou du 
2-hydroxy-2-phenylethyle. 

ainsi que leurs sels d'addition avec les 
acides mineraux ou organiques ; procede de 
preparation et applications notamment a Tima- 
gerie, a la purification, a ia preparation d'anti- 
corps, au dosage de Fhormone totale et a titre 



de medicaments, compositions les renfermant 
et kits d'analyse. 
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La presente invention concerne de nouveaux 
derives de mediateurs endogenes, leurs sels, leur 
precede de preparation et leurs applications notam- 
ment k Tanalyse des mediateurs endogenes, Pana- 
lyse ou la purification des recepteurs desdits s 
mediateurs, la visualisation de leurs sites recepteurs, 
la preparation d'anticorps et I'utilisation desdits anti- 
corps pour Tanalyse des mediateurs endogenes, leur 
application k titre de medicaments et compositions 
les renfermant. in 

Les messages entre les ceilules sont transmis 
grace & des vecteurs chimiques (hormone ou neuro- 
mediateur) dont la specificite est assume par la pro- 
line cible : ie recepteur. Les molecules porteuses de 
information peuvent etre des peptides ou des mole- 15 
cules de fatble poids moieculaire. Parmi celles-ci, un 
certain nombre presentent simultanement une ou plu- 
sieurs fonctions hydroxy! e et une ou plusieurs fo no- 
tions amine, par exemple les indolamines, les 
catecholamines (neuromediateurs) et la thyroxine 20 
(hormone). 

Ces molecules jouent un r6le primordial dans la 
physiologie : les indolamines et les catecholamines 
dans la transmission et Tintegration de ('information 
dans Ie systeme nerveux central et la thyroxine dans 25 
la regulation du metabolisme basal. II est essentiel 
d'en assurer Ie dosage de facon a affiner les diagnos- 
tics ou k aider les recherches fonctionnelles. Dans Ie 
cas des neuromediateurs, les sites de liaison des 
recepteurs assurent la specificite de la reponse de la 30 
cellule effectrice : ia modification chimique ponctuelle 
des ligands endogenes permet de differencier les 
divers types et sous-types de recepteurs membranai- 
res. 

Les ligands modifies peuvent etre des drogues 35 
agissant specrfiquement sur les fonctions physiologi- 
ques control6es par ces recepteurs. 

Certaines hormones sont presentes au niveau 
serique sous forme Ii6e k des proteines porteuses. 
Ces proteines assurent Ie transport de ces hormones 40 
du lieu de synthese aux cellules-cibles. Les hormones 
thyroTdiennes sont presentes sous forme non Ii§e k 
des taux inferieurs k 1 % de la quantite totale d'hor- 
mones (libre + liee). La modification chimique ponc- 
tuelle des hormones thyroTdiennes permet 45 
d'ameliorer leur dosage. 

Les Demandeurs ont d6couvert que Ton peut 
atteindre ces objectifs gr&ce k une O-carboxymethy- 
lation sur Ie groupement hydroxy phenyle des molecu- 
les endogenes portant egalement une amine 50 
primaire. 

La carboxymethyiation (Gurd, Methods in Enzy- 
mology, vol. XI, 1967, p. 532-541) a souvent ete utili- 
ses pour Woquer les fonctions amines des amino 
acides. La carboxymethyiation des groupements 55 
hydroxyphenyle estdecrite comme une reaction para- 
site (Korman et Clarke, J. Biol. Chem. 221, 1956, p. 
113-131). Celie des groupements hydroxyphenyle 



(Spector, 1982) a ete utilisee pour coupler la mor- 
phine (ne possedant pas de fonction amine) k une 
proteine en vue de I'obtention d'anticorps. 

C'est pourquoi la pr6sente demande a pour objet 
de nouveaux derives de molecules biologiquement 
actives comportant une fonction amine primaire et un 
noyau hydroxyie, caracterises en ce qu'ils r6pondent 
a la formule generale I : 

[R'R , '-N-A-B-0-CH 2 -CO] n -R 1 (I) 
dans laquelle 

A represente une chame alcoyiene lineaire ou 
ramifiee renfermant de 1 a 5 et de preference 2 ato- 
mes de carbone , la ramification pouvant com porter 
un groupement sulfhydrile; 

B represente un noyau aromatique comportant 
de 6 k 10 atomes de carbone, ie cas 6cheant substi- 
tues et eventuellement un heteroatome, ou un grou- 
pement -Bi-X-Ba-, dans lequel B, et B 2 ont la 
signification de B ci-dessus etX represente un atome 
d'oxygene ou une chatne alcoyiene renfermant de 1 
k 4 atomes de carbone, 

- Ri represente un reste amine ou un reste 
d'alcool, et 

- R' et R" represented un radical alcoyle renfer- 
mant de 1 k 5 atomes de carbone, un atome 
d'hydrogene un radical acyie aliphatique renfer- 
mant de 2 k 5 atomes de carbone, amino-acyle ou 
un radical hydrophobe, ainsi que leurs sels 
d'addition avec les acides mineraux ou organ i- 
ques, etant entendu que R' et R" ne peuvent pas 
repr6senter un radical derive du 2-hydroxy-3- 
phenoxypropyle ou du 2-hydroxy-2-phenyiethyle. 
Les sels d'addition avec les acides mineraux ou 

organiques peuvent etre par exemple des sels formes 
avec les acides chlorhydrique, bromhydrique, nitri- 
que, sulfurique, phosphorique, acetique, formique, 
propionique, benzoTque, maieique, fumarique, succi- 
nique, tartrique, citrique, oxalique, glyoxylique, aspar- 
tique, alcanesulfoniques tels que les acides methane 
ou ethane sulfoniques, arylsulfoniques, tels que les 
acides benzene ou paratoluene sulfoniques ou car- 
boxyliques. On retient plus particulierement les sels 
d'anions chaotropiques, propres efaciliter la dissolu- 
tion en milieu aqueux, tels que les ions citrates ou suc- 
cinates. 

La chatne alcoyiene representee par A peut etre 
une chatne propylene, isopropyiene, methylene, etde 
preference ethylene ; elle peut etre substituee par un 
groupement sulfhydrile. 

Le noyau aromatique peut comporter un seul 
cycle tel qu'un noyau phenyle ou deux cycles, comme 
par exemple un noyau indole. Un ou plusieurs des 
atomes de carbone de B peuvent etre substitues par 
un radical choisi parmi les atomes d'halogene tel que 
chiore, ou des radicaux alcoxy tels qu'ethoxy ou de 
preference methoxy, alkyle tels que propyle, ethyle, 
de preference methyle, alkylthio tel que m6thylthio, 
polyhalogenoalkyle tel que trifiuorom ethyle. 
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L'hydroxyle substitue par ie radical -CH 2 -CO-NH- 
R selon la presente invention peut se trouver en tou- 
tes positions mais se trouve notammentsur un cycle 
phenyie du noyau et de preference dans les positions 
que ce radical hydroxyle occupe habituellement dans 
les mediateurs naturels. 

Lorsque R' et R" representent un radical alcoyle, 
i! s'agit de preference d'un radical methyle ou ethyle. 
R' et R" representent avantageusement I'hydrogene. 
Par radical amino-acyle Ton entend des restes 
d'amino acides, peptides ou proteines. Par radical 
hydrophobe Ton entend que ledit radical possede des 
chaines saturees et ne comporte pas de groupements 
tels que amino ou hydroxy libres. 

R' et R" representent avantageusement un 
atome d'hydrogene, un radical methyle, ethyle, le 
radical NR'R" pouvant eventuellement etre quater- 
nise et on peut citer par exemple les radicaux trime- 
thyl ammonium ou diethylmethyl ammonium. 

R' et R" representent egalement notamment un 
radical tyrosyl ou lysyl. 

Dans le groupement -B r X-B 2 -, et B 2 represen- 
tent de preference un noyau phenyie eventuellement 
substitue par un ou piusieurs radicaux tels que des 
atomes d'halogene, notamment d'iode ou les autres 
radicaux ci-dessus decrits pour le noyau B. 

Lorsque X represente une chaTne alcoylene, eel- 
le-ci comprend de preference deux ou plutot un seul 
atome de carbone. 

Dans le cas ou R-j represente un reste amine, 
symbolise par -NH-R, le reste R qui est done fixe au 
carboxyle par une liaison amide peut etre de toute 
nature mais est de preference un reste apte au mar- 
quage, par exemple a I'aide d'un ou piusieurs atomes 
radioactifs, tel que P 125 L 

La nature chimique de ce reste comprendra de 
preference un acide amine qui servira a la liaison avec 
le reste de la molecule de formule (I). Ce reste amine 
sera par exemple une proteine ou un polypeptide ren- 
fermant de 2 a 10 acides amines et de preference 2 
ou 3 acides amines, ou encore un acide monoamine, 
tel la tyrosine, ou diamine. 

Lesdits acides amines seront de preference les 
acides amines naturels ou leurs derives amides ; 
e'est ainsi par exemple que si le radical R 1 est un 
dipeptide constitue d'un reste glycyle et d'un reste 
tyrosyle, on pourra par exemple remplacer le reste 
tyrosyle par un reste tyrosynamide. 

La diamine pourra servir au couplage de fluoro- 
phores ou a ia synthese de dimeres de formule (I') : 
R'R" N-A-B-0-CH 2 -CO-NH-R-NH-CO-CH 2 -0-B-A-N- 

R'R" (10 
dans laquelle R, R', R", A et B ont la signification deja 
indiquee. 

Parmi les restes amines, on peut citer notamment 
les restes amino, hydrazino, nitrilo (-N 3 ), les peptides 
ou derives de peptides suivants : tyrosyl cysteine, 
tyrosyl-cysteinamide, tyrosyl glycine, tyrosyl glycina- 



mide. 

On peut citer egalement les derives proteiques 
relies au carboxyle directementou par I'intermediaire 
d'un peptide ou d'un aminoacide et d'un agent hete- 

5 robifonctionnel susceptible de reagir avec un groupe 
sulfhydrile et un groupe amino, tel le SMCC, et on 
peut citer par exemple les restes tyrosyl-cysteinyl- 
proteine, tyrosyl-cysteinyl-agent het6robifonctionnel 
tel (le SMCC)-proteine, glycyl tyrosine, ou le reste gly- 

10 cyl-1,4-butanediamine. 

Parmi les restes derives d'un alcool, on peut citer 
notamment ceux derives de phenols, eventuellement 
substitues sur le phenyl, tel le 2 ou 4-nitrophenoI, 
ceux derives du phenyl methanol, eventuellement 

15 substitues sur le phenyl par un radical alkyle, ceux 
derives d'hydroxyaikyl trimethylsilyle notamment 
rhydroxy ethyl, ceux derives des al cools aliphatiques 
en CtC<|6- 

Des derives preferes selon ['invention sont des 

20 derives de formule (I) tels que definis ci-dessus, 
caracterises en ce que B represente un noyau phe- 
nyie, un groupement p-phenoxyphenyle, eventuelle- 
ment substitue par un ou piusieurs atomes 
d'halogene, notamment un groupement 4-(3,5-diiodo- 

25 phenoxy)-3,5-diiodophenyle, ou un noyau indole, 
ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mine- 
raux ou organiques. Les noyaux peuvent etre substi- 
tues par un atome d'halogene, de preference le 
chlore, le brome ou I'iode, notamment le noyau indole, 

30 et dans ce cas, de preference en position 2. 

Parmi ces derniers, pour iesquels B represente 
un noyau indole, on retient notamment ceux caracte- 
rises en ce que R 1 represente une diamine, une pro- 
teine, un acide amine ou un polypeptide constitue au 

35 plus de 5 acides amines ou des derives desdits acides 
amines ou polypeptides, et notamment le tryptamine 5- 
O-carboxymethyiglycyltyrosinamide [S-CM-GTNhy, de 
meme que les derives cites dans les exemples, ainsi 
que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou 

40 organiques. 

Parmi ceux-ci, on retient egalement ceux carac- 
terises en ce que A represente un radical -(CH^- et 
R' et R" representent un radical alkyle lineaire ou 
ramifie renfermant de 1 a 5 atomes de carbone. 

45 La presente demande a aussi pour objet un pro- 

cede de preparation des derives ci-dessus decrits, 
caracterise en ce que Ton fait reagir un derive de for- 
mule (II) : 

R<R« N-A-B-OH (II) 
so dans laquelle R', R", A et B ont la signification deja 
indiquee, avec un derive comportant un groupement 
protecteur des fonctions amine dans le cas ou 
R ~R"=H f pour obtenir un derive de formule (111) : 
Y-H N-A-B-OH (III) 
55 dans laquelle A et B ont la signification deja indiquee 
et Y represente un groupement protecteur des fonc- 
tions amine, facilement clivable, que Ton fait reagir 
avec un acide halogeno-acetique pour obtenir un 
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derive de formule (IV) : 

Y-HN-A-B-0-CH 2 COOH (IV) 
dans laqueile A, B et Y ont ia signification deja indi- 
quee, que I'on fait reagir avec un derive amine ou un 
alcool pour obtenir le derive de formule (I) telle que 5 
d6finie ci-dessus le cas echeant sous forme dim^re 
de formule (I') : 

R'R" N~A~B-0-CH 2 -CO-NH-R-NH-CO-CH 2 -0-B-A-N- 
R'R" (I)' 

dans le cas d'une diamine, ou polymere dans le cas 10 
d'une polyamine que Ton isole et, si desire, salifie. 

Les derives de formule generate I presentent un 
caractere basique. On peut avantageusement prepa- 
rer le cas echeant des sels des derives de formule 
generate I, en faisant r6agir en proportions sensible- 75 
ment stoechiom6triques un acide mineral ou organi- 
que avec led it derive de formule genera le I. Les sels 
peuvent eventuellement etre prepares sans isoler les 
bases correspondantes. 

Le derive apte & greffer un groupement protecteur 20 
des fonctions amine sur le derive de formule (I!) peut 
etre par exemple un chlorure d'acide [9-fiuorphenyl- 
methyl oxycarbonyl (FmocCI), benzyloxycarbonyl 
(BzCI)] et de preference un anhydride De di-t-butyldi- 
cart>onate f (BOC) 2 0, ou I'anhydride citraconique]. 25 

La preparation du derive de formule (IV) est rea- 
lisee de preference & pH alcalin en presence d'un 
oxyde metallique tel que I'oxyde de magnesium et 
d'un acide halogeno-acetique, ce dernier pouvant 
etre un chlorure mais etant de preference un bromure. 30 

La reaction du derive de formule (IV) avec le 
derive amine (R^ est realisee de preference apres 
activation du groupement carboxylique sous forme 
d'anhydride mixte par un alkylchlorocarbonate tel que 
Tethylchloroformate. On peut utiliser egalement 35 
comme activateurs les chlorures d'acide, les carbodii- 
mides ou ia formation pr£alable d'un ester hydrolysa- 
ble de N-hydroxysuccinimide. 

Le clivage du groupement protecteur de Tannine 
est realise si necessaire par hydrolyse acide, notam- 40 
ment £ Faide d'un acide tel que I'acide trifluoroaceti- 
que, ou alkaline, notamment & i'aide de la piperidine. 

Les mediateurs de formule (II) et leurs analogues 
de synthese sont bien connus par diverses publica- 
tions et brevets. 45 

Le couplage du derive de formule (I), ou de Tun 
de ses sels, d un marqueur peut etre realise grace k 
la presence d'une fonction carboxyle libre dans le 
residu R t de la formule !, tel que decrit pour la liaison 
du reste amine au reste de la molecule de formule I. so 

Si le marqueur est I'iode, le reste amine compor- 
tera une tyrosine (ou une tyrosinamide) ou une hista- 
mine. 

Si le marqueur est une enzyme, le reste amine 
comportera des groupements carboxyle ou suifhy- 55 
drfle. 

Si ie marqueur est un element fluorescent, le 
reste amine comportera une diamine. 



On retient encore les derives de formule I ci-des- 
sus decrits, caracterises en ce qu'ils comportent une 
proteine greffee sur le chatnon O-carboxymethyle 
selon les procedes ci-dessus. 

Les derives objet de la presente invention posse- 
dent de tres interessantes proprietes pharmacologi- 
ques. Us sont dou£s notamment d'une remarquable 
affinite pour les recepteurs de ia s6rotonine particulie- 
rement 5HT 1D . 

Ces proprietes sont illustrees plus loin dans la 
partie experimentale. Elles justifient Tutilisation des 
derives de mediateurs ci-dessus decrits ainsi que de 
leurs sels d'addition avec les acides pharmaceutique- 
ment acceptables a titre de medicament 

Les medicaments selon la pr6sente invention 
trouvent leur empioi par exemple dans le traitement 
tant curatif que preventrf des maladies liees 3 un dys- 
fonctionnement des recepteurs 5HT et particuliere- 
ment des differents recepteurs 5HT iD , d leur 
deregulation ou & des modifications du ligand endo- 
gene (generalement ia serotonine). lis trouvent en 
particuiier leur empioi dans le traitement de ia 
migraine. 

La dose usuelle, variable selon le sujet traite et 
Faffection en cause, peut etre, par exemple, de 0,1 & 
10 mg par jour par voie orale chez I'homme du derive 
de Texemple 1 . 

L'invention a aussi pour objet les compositions 
pharmaceutiques qui renferment au moins un d6riv6 
precite ou un de ses sels d'addition avec les acides 
pharmaceutiquement acceptables, a titre de principe 
actif. 

A titre de medicaments les derives repondant & la 
formule generate I ainsi que leurs sels d'addition avec 
les acides pharmaceutiquement acceptables peuvent 
etre incorpores dans des compositions pharmaceuti- 
ques destinees & la voie digestive ou parenteral. 

Ces compositions pharmaceutiques peuvent 
etre, par exemple, solides ou liquides et se presenter 
sous les formes pharmaceutiques couramment utili- 
sees en medecine humaine, comme par exemple les 
comprimes simples ou drageifies, les geiules, les gra- 
nules, les caramels, les suppositoires, les prepara- 
tions pour instillations nasales, les preparations 
injectables ; elles sont prepares selon les methodes 
usuelles. Le ou les principes actifs peuvent y etre 
incorpores & des excipients habitueilement employes 
dans ces compositions pharmaceutiques, tels que ie 
talc, la gomme arabique, Ie lactose, Famidon, le stea- 
rate de magnesium, Ie beurre de cacao, les vehicules 
aqueux ou non, les corps gras d'origine animale ou 
vegetale, les derives paraffiniques, les glycols, les 
divers agents mouillants, dispersants ou emulsifiants, 
les conservateurs. 

Les derives de formule (I) possedent, comme on 
Fa vu, une importante affinite pour les recepteurs ou 
egalement la proteine de transport de la molecule 
endogene correspondante. 
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Les derives objet de la presente demande even- 
tuellement marques par exemple a I'aide d'un ele- 
ment radioactif, notamment r 126 I, ou fluorescent ou 
encore a i'aide d'une enzyme sont utiles notamment 
pour rimagerie tant in vitro que pour certains in vivo 
des sites de liaison des mediateurs endogenes. Ces 
proprietes sont illustrees ci-apres dans ia partie expe- 
rimentale. On peut aussi utiliser comme marqueur 
une proteine portant un or colloidal ou un produit de 
contraste. 

La presente demande a done egalernent pour 
objet les derives ci-dessus decrits, caracterises en ce 
qu'ils sont sous une forme marquee. 

La presente demande a aussi pour objet I'appli- 
cation des derives ci-dessus decrits a la purification 
des recepteurs des mediateurs endogenes. 

La O-carboxymethylation des hormones thyroi- 
diennes module Interaction de ces hormones avec 
leurs proteines porteuses. Cette propriete peut etre 
utilisee pour eliminer la liaison de ces hormones thy- 
roTdiennes natives a ces proteines porteuses. Dans le 
cadre d'une activite immunoanalytique, la creation 
d'analogues non reconnus par I'anticorps, inhibiteurs 
de la liaison aux proteines de transport, permet le 
dosage de I'hormone totale. 

La presente demande a encore pour objet Impli- 
cation des derives ci-dessus decrits et en particulier 
les derives de la thyroxine O-carboxymethyle a Tinhi- 
bition de ia liaison aux proteines de transport, pour ie 
dosage de Thormone totale. 

Les derives de la presente demande, pour les- 
quels Fti est une proteine, permettent la preparation 
d'anticorps diriges contre le mediateur correspondant 
au reste de la molecule de formuie (I). 

La presente demande a egalernent pour objet 
I'application des derives ci-dessus decrits a 1'imagerie 
des sites de liaison des mediateurs endogenes. 

La presente demande a tout autant pour objet 
^application des derives de formuie (I) a la prepara- 
tion d'anticorps diriges contre les mediateurs endoge- 
nes. 

Le dosage des mediateurs endogenes [de for- 
muie (II), R'R"-N-A-B-OH] ou de leurs derives pourra 
etre assure grace a ces anticorps, en utilisant les deri- 
ves de formuie (I) comme traceur. 

La presente demande a enfin pour objet les kits 
d'analyse, caracterises en ce qu'ils renfermentl'un au 
moins des derives de formuie (I) ci-dessus decrits. 

Les exemples qui suivent illustrent la presente 
invention sans toutefois la iimiter. 

PARTIE EXPERIMENTAL 

EXEMPLE 1 . Synthese de derives de la thyroxine 

Serie d'exemples repondant a la formuie gene- 
rale I : 

R'R"-N-A-B-0-CH 2 -CO-R-, (!) 



Dans laquelle R' - R" = H A = - CH(COOH)- 

CH 2 

B est du type -B^X-B^ avec X = Oxygene si 
= B 2 = C 6 H 2 I 2 ; derives de la 3,3' t 5,5'-tetraiodo-L-thy- 
5 ronine ou L-thyroxine (T4) 

si Bi = C 6 H 2 l2 et B 3 = C 6 H 3 I derives de la 3,3', 5- 
triiodo-L-thyronine (T3 ) 

Stade A 

10 ■ 

1. Synthese du N-tertiobutyl carbamate-O-car- 
boxymethyl T4 (BOC-T 4 -0-CH 2 -COOH) ou T 3 (BOC- 
T 3 -0-CH 2 -COOH) 

1.1. Protection du groupe amine 
15 Pour les syntheses de I'exemple 1 , on utilise la T 4 

ou de T 3 sous forme d'acide libre ou modifie par exem- 
ple par amidation. 

La protection du groupe amine de ia T4 et de la 
T3 est realisee avec le di-t-butyl dicarbonate 
20 [(BOC) 2 OJ (Tarbell et aL, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 
69, 1 972, 730-732). A 10 jj.mo!es de T 4 ou de T 3 sont 
ajoutes 30 fji! de triethylamine (TEA, 7,2 N) et 240 jxl 
de (BOC) 2 0 50 mM dans le dimethyl sulfoxide 
(DMSO). 

25 1.2 Carboxymethylation du groupement hydroxy- 

phenyle 

La solution obtenue precedemment est melan- 
gee volume a volume avec une solution aqueuse 
d'acide bromoacetique 500 mM, le pH ajuste a 12, en 
30 presence d'oxyde de magnesium et d'azote gazeux. 
L'agitation est maintenue pendant 24 h a Tobscurite. 
Le milieu est centrifuge 10 minutes a 10 000 
tours/minute. 

1.3 Purification des produits par chromatographic 
35 liquide a haute performance (CLHP). 

Le surnageant est dilue dans 5 volumes d'acide 
trifluoroacetique (TFA) 0,05 %. Un ml de ce melange 
est injecte dans une colonne de silice greffee p. Bon- 
dapack C 18 (10 ^im, diametre 3,9 mm, longueur 30 
40 cm). Les derives de la T3 sont elues en isocratique 
pendant 30 mn avec un melange TFA 0,05 % 50 vol. 
- methanol 50 vol. ; puis avec un gradient atteignant 
100 % de methanol en 60 minutes. Pour les derives 
de la T4, le melange initial d'elution isocratique est 
45 compose de TFA 0,05 % 40 vol. - methanol 60 vol. Le 
debit est de 1 ml/mn. 

Les produits initiaux (T3, T4) sont recueillis au 
cours de la periode isocratique. Les derives substi- 
tues sont recueillis dans le gradient : 
so BOC-T 3 : 75 % methanol 

BOC-T 3 -0-CH 2 -COOH : 78 % methanol 
BOC-T 4 : 80 % methanol 
BOC-T4-O-CH2-COOH : 82 % methanol 
(Figure 1) 

55 Les fractions recueillies sont analysees en spec- 

trophotometrie UV. Les spectres d'absorption en 
milieu basique et acide sont compares de facon a 
determiner si la substitution a bien eu lieu sur le grou- 
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pementhydroxyle(Korman Clarke, op. cite). Les deri- 
ves O-carboxymethyles ne presenters pas de defa- 
cement de spectre en milieu basique (Figure 1). Les 
fractions contenant le derive BOC-T 3 -0-CH 2 -COOH 
et BOC-T4-0-CH2-COOH sont evaporees et lyophili- 5 
sees. 

2. Conjugaison des derives O-carboxym ethyl es 
avec le radical R-NH 2 

2.1 Allongement de la chaTne laterale nouvelle- 
ment creee : ro 

On peut creer une liaison amide entre !e groupe- 
ment carboxym6thyle et un amino-acide, une chaTne 
peptidique ou une proteine native ou modifiee. 

Le groupement carboxyle du BOC-T3-0-CH2- 
COOH ou BOC-T4-0-CH2-COOH est active par 15 
rethytchloroformate (ECF,7 \i\ additionne de 7 pi de 
TEA dans 5 mi de dim^thylformamide). Un volume de 
cette solution tel que PECF soit equimolaire avec le 
pioduit a activer est verse sur ie iyophylisat. Apres 5 
mn d'activation a 4°C, on ajoute un volume egal de 20 
solution aqueuse de NH 2 -R a une concentration 50 
fois superieure a celle du derive carboxymethyle. 
NH 2 -R peut Stre I'histamine ou Gly-Tyr, Tyr-Gly, Cys, 
Gly-Cys, sous forme d'acide libre ou d'amide. 

Les produits sont separes par CLHP sur coionne 25 
p BondapackC18 en gradient TFA 0,05% - M6thanol. 

2.2 Preparation de derives macromoleculaires 

2.2.1. Greffe des derives BOC-T3-0-CH2-CO- 
NH-R sur des proteines. 

Les derives obtenus en 1 .3. ou 2.1 . ci-dessus ou 30 
sous forme acide libre, sont actives par Tethylchloro- 
formate (voir 2.1.) et greffes sur une proteine native 
(BSA, serum albumine de boeuf) ou modifiee (Gly- 
BSA). 

On separe par diaiyse les derives BOC-T3-0- 35 
CH 2 -CO-NHR des derives couples a la BSA, du type 
BOC-T T -0-CH 2 -CO-NH-R-BSA avec 

R = His, Gly-Tyr, Tyr-Gly, Cys, Gly-Cys 

Le groupement amine de ces derives peut etre 
deproteg6 selon 3. 40 

2.2.2. Greffe des derives T3-0-CH 2 -CONH-Cys 
ou T3-0-CH2-CONH-Gly-Cys sur des proteines. 

Des proteines sont modifiees par adjonction d'un 
agent de reticulation het6robifonctionnel du type N- 
hydroxysucclnimide, par exemple le succinimidyl-4- 45 
(N-mal6imidom6thyI)cyclohexane-1-carboxyiate 
(SMCC) la reaction (Ishikawa et a!., 1983, J. Immu- 
noassay 4, 209-327) a lieu a pH 7,3 dans le tampon 
phosphate. La proteine dont les residus NH 2 sont 
ainsi actives est separee par diaiyse. so 

Les denves T 3 -0-CH 2 -CONH-Cys ou T 3 -0-CH 2 - 
CONH-Giy-Cys (amides) sont conjugues par ie 
groupe sulfhydrile aux proteines modifiees, a pH 6,5. 

Les produits sont separes par diaiyse, on obtient 
des derives de formule generate T 3 -0-CH 2 -CO-NH- 55 
Cys-S-SMCC-BSA. 

3. Preparation du O-carboxym&hyt thyroxine (T 4 - 
O-CH2-COOH) 



On procede a la deprotection du groupement 
amine par adjonction de 200 ul de TFA (200 mg) au 
derive BOC-VO-CH 2 -COOH ou BOC-T 4 -0-CH 2 -CO- 
OH lyophilises et refroidis a -20°C. Apres une minute 
d'action, le TFA est evapore sous azote gazeux. 

Stade B 

4. lodation des derives 

On ajoute a 1 nmole de T 3 , de BOC-T 3 ou de 
BOC-T 3 -0-CH 2 -COOH, 1 mCi de [ 1 25|]Na (2000 Ci- 
/mmole, NEN) et 10uJ de chloramine T (CT 1mg/ml). 
Apres 90 sec, la reaction est arretee par 50 u.l de 
metabisulfite de sodium (MBS) pendant 2 mn. Apres 
adjonction de 20 ul de methanol et agitation, on dilue 
dans 1 ,5 ml de TFA (0,05 %). 

La separation des produits de la r6actton se fait 
selon le protocole decrit en A. 1. pour les derives de 
I'exemple 1. Les produits sont exclus dans le gradient 
methanol respectivement a : [ 125 I]T 4 62 % ; BOC 
[ 125 I]T 4 , 80 % ; BOCp25|]T 4 -OCH 2 COOH, 82 %. 

Les derives radiomarques sont dilues dans le 
methanol. Le BOC [ 1 25|]T 4 -0-CH 2 -COOH est depro- 
tege comme indique en 3. 

EXEMPLE 2 . Synthase de derives de la 
serotonin© 

Serie d'exemples repondant a la formule gene- 
rale I : 

R'R"-N-A-B-0-CH 2 -CO-R 1f 
dans laquelle 
R' = R" = H 
A ~ -CH 2 -CH 2 - 

B = noyau indole (OH en 5, aminoethyi en 3) 

1. Synthese du N-tertiobutyl carbamate, 5-O-car- 

boxymethyl tryptamine [BOC-S-CM] 

Derive de formule type (IV) Y-HN-A-B-Q-CH 2 - 

COOH 

Stade A 

1.1. Protection du groupe amine 

La protection du groupement amine de la 5-HT 
est realisee avec le di-t-butyldicarbonate [(BOC) 2 0] 
(Tarbell etai., 1972). On procede au melange de volu- 
mes egaux d'oxalate de serotonine 50 mM et de 
(BOC) 2 0 50 mM dans le dimethylsulfoxyde (DMSO) 
en presence de triethylamine (TEA). La reaction est 
immediate a temperature ambiante. 

1.2. Carboxymethylation du groupement 
hydroxyphSnyle 

La protection par le BOC n'est pas utile pour cer- 
tains derives de la serotonine qui, comme la bufote- 
nine, possedent une amine tertiaire, les residus R' et 
R" de la formule generate etant des groupes m^thyie. 
Le reste de la molecule (residus A et B) 6tant identi- 
ques a la serotonine, on peut proceder directement a 
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la O-carboxymethylation de la bufotenine dans les 
memes conditions que celles decrites ci-apres pour le 
BOC-S. 

La solution obtenue en 1.1. ci-dessus (exemple 
2) est m&angee volume a volume avec une solution 
aqueuse d'acide bromoacetique 500 mM, le pH ajuste 
a 12 en presence d'oxyde de magnesium et d'azote 
gazeux. Le pH, I'absence d'oxygene et de I u mi ere 
sont maintenus constants pendant 24 heures. Le 
milieu est centrifuge 5 mn a 10 000 tours/mn. 

1.3. Purification par chromatographie liquide a 
haute performance (CLHP) 

La separation du derive carboxymethyl-O-5-tryp- 
tamine-BOC (BOC-S-CM) de la serotonine BOC 
(BOC-S) etdes produits d'oxydation sefait par CLHP. 

Le surnageant est dilue dans deux volumes d'une 
solution aqueuse a 1 % d'acide trifluoroacetique. 1,8 
ml de ce melange est injecte dans un CLHP sur 
colonne de silice greffee Ultrasphere ODS C 18 (5 urn, 
diametre 4,6 mm, longueur 15 cm), par elution isocra- 
tique (H 2 0-TFA 0,05 %, 55 vol, methanol 45 vol). 
L'elution estsuivie par spectrophotometrie. 

La separation des produits de carboxymethyla- 
tion de ia bufotenine a lieu sur colonne \i Bondapack 
C 18 , en elution isocratique TFA 0,05 % 93 vol, aceto- 
nitrile 7 vol. 

Les fractions recueillies sont analysees en spec- 
trophotometrie. Les spectres d'absorption en milieu 
basique et acide sont compares de facon a determi- 
ner si la substitution a bien eu lieu sur le groupement 
hydroxyle (Korman Clarke, op. cite). 

Les fractions contenant le derive BOC-S-CM sont 
evaporees et lyophilisees. 

2. Conjugaison de derives O-carboxy methyl es 
avec le radical R-NH 2 . 

2.1. Allongement de la chaTne laterale nouvelle- 
ment creee. 

On peut creer une liaison amide avec une chatne 
peptidique apres activation du groupement acide du 
BOC-S-CM par I'ethylchloroformate (ECF). 

La solution d'activation est composee de 5 ml de 
dimethylformamide (DMF), 7 ul de TEA et 7 ul d'ECF. 
Un volume de cette solution tel que I'ECF soit equimo- 
laire avec le BOC-S-CM est verse sur le derive BOC- 
S-CM lyophilise. 

Apres 5 minutes d 'activation a 4°C, on ajoute un 
volume egal de solution aqueuse de glycyl-tyrosina- 
mide (ou d'histamine, ou de Tyr-GIy, Gly-Tyr, Gly-Gly, 
Gly-Cys sous forme d'acides libres ou amides) a une 
concentration 50 fois superieure a celle du BOC-S- 
CM. 

Les produits de la reaction sont separes par 
CLHP sur colonne Ultrasphere ODS C 18l par elution 
isocratique (H 2 0, pH 6 60 vol, methanol 40 vol ). 

Les fractions contenant le derive serotoninepep- 
tide {BOC-S-CM-GTNH2) sont evaporees et lyophili- 
sees. 

2.2. Preparation de derives macromoleculaires 



2.2.1. Greffe de derives BOC-S-CM-R sur pro- 
teine 

Les derives obtenus en 1 .3. ou 2.1 . ci-dessus ou 
sous forme acide libre sont actives par rethylchloro- 
5 formate (voir 2.1.) et greffes sur une proteine native 
(BSA) ou modifiee (Gly-BSA). 

On separe par dialyse les derives BOC-S-CM-R 
des derives couples a la BSA du type BOC-S-CM-R- 
BSA. 

io Le groupement amine de ces derives peut Stre 

deprotege selon 3 ci-dessus. 

2.2.2. Greffe de derives S-CM-Gly-Cys sur des 
proteines. 

Les proteines sont modifiees par adjonction 
15 d'agents heterobifonctionnels (voir 2.2.2. de I'exem- 
plel). 

Le derives S-CM-Gly-Cys est greffe sur les pro- 
teines precedentes par le groupe sulfhydryle. 

Les produits sont separes par dialyse, on obtient 
20 des derives de type S-CM-Gly-Cys-S-SMCC-BSA. 

3. De protection du groupe amine 

On verse 200 ul de TFA (200 mg) sur le derive de 
type BOC-S-CO-NHR (avec R = H, Gly-TyrNH 2 , His, 
Gly-Tyr OH, Tyr-GIy NH 2> Gly-GlyOH, Gly-Cys) lyophi- 
25 lise et refroidi a -20°C. Apres une minute d'action, le 
TFA est evapore sous azote gazeux. 

Les produits de la reaction sont separes par 
CLHP sur colonne Ultrasphere ODS C 18 , par elution 
isocratique (TFA 0,05 % dans Teau 65 vol, methanol 
30 35 vol). 

Les fractions contenant le deriv§ presentant le 
groupement amine libre (S-CM-GTNH2) sont evapo- 
rees et lyophilisees. 

35 Stade B 

4. lodation des derives S-CM-R 

Lorsque le radical R comporte une histamine ou 
une tyrosine, il est possible de proceder a une ioda- 
40 tion par la chloramine T. 

On ajoute a 10 ul de S-CM-R (Inmole en milieu 
PBS), 1mCi de 125 INa (2000 Ci/mmole, NEN) et 20 ul 
de CT (1 mg/ml). Au bout de 90 secondes, la reaction 
est arretee par 50 ul de MBS 50 mM. On dilue dans 
45 1,6mldeTFA1 %. 

La separation des produits de la reaction a lieu 
par CLHP sur colonne jo, Bondapack C 18 par elution 
isocratique (TFA 0,05 % dans I'eau 72 vol, methanol 
28 vol). 

50 Les fractions obtenues sont comptees en spec- 

trometrie gamma et diluees dans une solution de 
Krebs. 

I Caracteristiques de la liaison des derives 
55 thyroxine sur les "binding proteines" de la 
thyroxine. 

Du serum humain normal (100ul) est additionne 
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desderivesdustadeBdel'exemplel (0,1 ul).Onpre- 
ciprte par 500 de charbon dextran pendant 5 mn a 
4°C. Apres centrifugation, 1 0 mn a 1 000 tours/mn, on 
compte i'actrvite du culot. 

La liaison persistant par rapport a la liaison initiale 5 
est de 99,9 % pour la [ 125 I]T 4t de 80 % pour ie 
BOC[ 1 25i]-T 4 -a.CH 2 -COOH et de 75 % pour ie [ 125 I]T 4 - 
O-CH^COOH. 

II Etude de la liaison des derives de la io 
serotonin© sur les recepteurs centraux 

Le test a ete realise avec Ie produit de Texemple 
2, stade B. 

La distribution des sites de liaison du recepteur a 15 
haute affinite de la serotonine (5-HT-i) est heterogene 
dans le systeme nerveux central du rat (Pazos et 
Palacios, Brain Research, 346, 1985, p. 205-230, 
Segu etal., Brain Research, 384, 1986, p. 205-217). 
De plus, ie contenu en sous-types de sites 5-HT, varie 20 
selon la structure anatomique concernee. 

Le protocole de preparation des coupes de cer- 
veau est commun a toutes les etudes qui vont suivre. 
Les animaux sont decapites apres anesthesie a 
I'hydrate de chloral (400 mg/kg poids brut). Les cer- 25 
veaux, rapidement extraits de la boite cranienne, sont 
congeles par immersion dans i'isopentane refroidi par 
Tazote liquide. Des coupes de 20 um, realisees au 
cryostat a -20°C, sont montees sur lames gelatinees 
et conservees a -20°C. 30 

Les coupes sont pre-incubees 1 heure a 4°C 
dans une solution de Krebs (NaCI 118 mM ; KCI 4,8 
mM ; CaCI 2 1,2 mM, MgCI 2 1,2 mM, Tris HCI 30 mM 
pH 7,4) pour eliminer les ligands endogenes. 

1 . Deplacement par les derives S-CM-R de la liai- 35 
son a haute affinite de la serotonine sur coupes de 
cerveau de rat 

1.1. Protocole d'incubation des coupes 

Les incubations ont lieu pendant 60 minutes a 
20°C dans une solution de Krebs contenant 1 0 \iM de 40 
pargyline, 5,7 10-* M d'acide ascorbique, 2 nM de 
pH]5-HT (NEN, As = 30 Ci/mmole) et des concentra- 
tions croissantes de derives S-CM-R. La liaison non 
specifique est determinee sur des coupes homotheti- 
ques dans les m§mes conditions mais en presence de 45 
5-HT10-5M. 

Apres incubation, les coupes sont rincees trois 
fois pendant 20 secondes dans I'eau distillee et 
sechees par un courant d'air chaud. Les coupes sont 
apposees a un flm (Amersham) pendant six semai- 50 
nes f en presence d'etaion (PH] microscale, Amer- 
sham). Les films sont developpes 6 minutes avec du 
D19 Kodak, rinces et fixes avec AL4 (Kodak). L'ana- 
lyse quantitative des radioautogrammes est menee 
avec un systeme d'anaiyse d'images (Segu et al, J. 55 
Neurosci. Methods, 31, 1990, p. 197-208). 

1.2. Resultats 

La liaison specifique de la [ 3 H]5-HT est depiacee 



de fagon monophasique par la 5-HT avec un IC50 de 
2 nM. Le S-0-CH 2 -COOH (S-CM) deplace avec un 
IC50 de 1 000 nM, ie S-CM-Gly-TyrNH 2 et ie S-CM-Tyr- 
GlyNH 2 deplacentla liaison de fagon biphasiqueavec 
des IC5o de 20 nM pour le premier site et de 400 nM 
pour le deuxieme. 

2. Analyse des sites de liaison des derives iodes 
sur les recepteurs centraux du rat. 

2.1. Protocole dlncubation des coupes. 

Les incubations ont lieu pendant 60 minutes a 
20°C dans une solution de Krebs contenant 1 0 u.M de 
pargyline, 5,7 10" 4 M d'acide ascorbique, 10 g/i de 
serum albumine bovine (fraction V, sigma), et 0,03 nM 
du derive S-CM-[ 125 I]-R. La liaison non specifique est 
determinee sur des coupes homothetiques dans les 
memes conditions mais en presence de 5 HT 10- 5 M. 

Apres incubation, les coupes sont rincSes deux 
fois pendant 1 mn dans I'eau distillee et sechees par 
un courant d'air chaud. Les coupes sont apposees a 
un film (Amersham) pendant une semaine, en pre- 
sence d'etalons ([ 125 I] microscale, Amersham). Les 
films sont developpes 6 mn avec du D19 Kodak, rin- 
ces et fixes avec AL4 (Kodak). L'analyse quantitative 
des radioautogrammes est menee avec un systeme 
d'anaiyse d'images (Segu et al., op. cite). 

2.2. Distribution du marquage avec les fractions 
S-CMps|]R 

2.2.1. Marquage par le S-CMpq]His 

Les fractions de la preparation du derive S-CM 
[ 125 l]His (A.4.) ne marquent pas les coupes de cer- 
veau de rat. 

2.2.2. Marquage par le S-CM-G[ 1 25|]tnh 2 
Parmi les fractions recueiliies lors de la prepara- 
tion du derive iode du S-CM-GTNH 2 (A.4.), seule la 
derniere fraction est retenue de fagon specifique sur 
les coupes de cerveau de rat. Cette fraction corres- 
pond au S-CM-G[125|]TNH 2 . 

L'observation des radioautogrammes montre au 
niveau mesencephaiique un marquage intense de la 
substance noire (SN) et du subiculum dorsal (SD) et 
aucun marquage de I'hippocampe (H). Cette derniere 
structure est connue pour contenir presque exclusive- 
ment des sites de liaison de type 5-HTia, ak>rs que les 
autres contiennent des sites de type 5-HT 1B (Hoyer et 
al, Eur. J. Pharmacol., 1 1 8, 1985, p. 1-12). Au niveau 
anterieur, le striatum (ST) est marque : il contient sur- 
toutdes sites 5-HT 1B , les plexus choroTdes (Px) conte- 
nant des sites 5-HT 1c ne le sont pas. 

On peut en conclure que le S-CM-G[ 125 I]TNH 2 est 
un marqueur specifique des sites de liaison a haute 
affinite de la serotonine de type 1B. 

3. Analyse de sites de liaison du S-CM- 
G[ 1 25|]TNH 2 chez le cobaye 

Dans Ie systeme nerveux central du cobaye, les 
structures anatomiques contenant des sites de type 
5-HT 1A et la pharmacologic de ces sites sont les 
memes que chez le rat Parcontre, la pharmacologic 
des sites contenus dans la substance noire du cobaye 
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est differente de celle des sites de la meme structure 
chez ie rat (Heuring and Peroutka, J. Neurosci., 7, 
1987, p. 894-903). Aussi ces sites sont-ils designes 
sous le vocable 5-HT 1D . 

Avec la meme methode de traitemertt des coupes 
que celle utilisee en 2 pour le rat, on a demontre que 
chez le cobaye (figure 6), le S-CM-G[ 125 I]TNH 2 mar- 
que la substance noire ( figure 6C) et pas I'hippo- 
campe ( figure 6B). 

Le S-CM-G[ 125 I]TNH 2 est un marqueur des sites 
a haute affinite de la serotonine de type 1D. 

Ce derive de la 5-HT presente une affinite prefe- 
rentielle pour les sites 5-HT.,B et 5-HT,D par rapport 
aux sites S-HTjA et 5-HTtC, ce qui fait de ce ligand 
un outil important d'analyse des recepteurs a haute 
affinite de la 5-HT. 

II est aujourd'hui le seul a presenter une selecti- 
vity aussi importante, sans se lier a d'autres types de 
recepteurs non 5-HT (comme les (3-adrenergiques). 
ParaiileursJI estle seul a marquerles 5-H^D. II peut 
done etre utilise pour les etudes de recepteurs de ce 
type chez Phomme etleur variation dans les maladies 
neurodegeneratives (choree de Huntington). 

4. Analyse des sites de liaisons chez le singe. 

Le test a ete realise avec le derive de I'exempie 
2, stade A. 

A. Preparation biologique : 

Un singe male (Macacca mulatta n.) de 8 kg a ete 
sacrifie avec une surdose de barbituriques et exsan- 
guination. Une fois la mort de 1'animal constatee, la 
botte cranienne est enlevee et le cerveau mis a nu. 
L'hemicerveau droit est decoupe et congele par I'iso- 
pentane refroidi dans 1'azote liquide. Le bloc est 
conserve a - 20° C. Des coupes de 1 0 \xm d'epaisseur 
sont reaiisees au cryostat a -20° C, et posees sur des 
lames gelatinees (Segu. et al. 1990, J. Neurosci. 
meth. 31 , 1 97). Elles sont conserv6es a -20° C jusqu'a 
utilisation. 

- Incubation avec la sonde radioactive : 

Les coupes sont prelncubees 1 h a 4° C dans une 
solution de Krebs (mM : NaCI, 118 ; KCI 4,5 ; 
CaCI 2 , 1 ,2; MgCI 2 , 1 ,2 ; Tris, 1 5 ; pH 7,4) af in d'eli- 
miner les ligands endogenes. Elles sont ensuite 
incubees a 20° C pendant 60 minutes dans une 
solution contenant de la pargyline lO^M, de 
I'acide ascorbique 57 mM, 10 g/I de serum albu- 
mine bovine et du S-CM-Gpsrj TNH 2 0,02 nM 
seul ou en presence de concentrations croissan- 
tes de serotonine. Certaines coupes sont incu- 
bees dans des conditions identiques, mais la 
sonde radioactive est remplacee soit par [ 3 H]5- 
HT 2 nM, soit par [ 3 H]5-HT 2 nM en presence de 
100 nM de 8-hydroxy-2-[di-N-propyiamino] tetra- 
line (8-OH-DPAT) et 100 nM de mesulergine, soit 
par PHJ8-OH-DPAT 1 nM. Apres rincage 2x1 
minute dans Teau distillee, elles sont sechees. 

- Radioautographie : 

Les lames sont apposSes sur un film sensible au 



tritium pendant 8 jours. Le film est d6veIopp6 6 
minutes dans le D19, rince etfixe. Les autoradio- 
grammes sont quantifies avec un systeme video 
d'analyse damages (Segu. et al, 1990). 
5 B. Resultats 

L'incubation en presence de [ 3 H]5-HT 2 nM (Fig. 
7A) montre un marquage important de Thippocampe 
et de la substance noire. Dans ces conditions, tous 
les types de sites 5-HT 1A sont marques. 
10 LMncubation en presence de [ 3 H]8-OH-DPAT 1 

nM (Fig. 7B) qui ne marque que les sites 5-HT 1A , mon- 
tre un marquage intense de Thippocampe et pas de 
la substance noire. 

Dans le cas de I'incubation dans [ 3 H]5-HTen pr6- 
15 sence de 100 nM 8-OH-DPAT et mesulergine (Fig. 
7C), seuls les sites 5-HT 1D sont marques. Les auto- 
radiogrammes montrent une forte reaction sur la 
substance noire. 

L'incubation dans le S-CM-G[ 125 I]TNH 2 0,02 nM 
20 seul (Fig. 7D) montre un marquage quasi-exclusif de 
la substance noire, comme dans le cas precedent Ce 
derive O-carboxymethyle de ia serotonine se lie aux 
sites 5-HT 1D . 

Si on deplace la liaison du S-CM-G[ 125 I]TNH 2 
25 0,02 nM par la serotonine, on obtient une ICso 
(concentration inhibant 50 % de la liaison) de I'ordre 
de 5 nM, montrant done que la liaison du derive est 
specif ique des sites 5-HT 1D . 

30 Conclusion : 

Le S-CM-G[ 125 I]TNH 2 est un marqueur des recep- 
teurs 5-HT 1D . Toute molecule analogue aura done 
cette propriete de se lier aux sites 5-HT 1D . 
35 5. Analyse des sites de liaisons de S-CM- 

G[ 12S 1]TNH 2 chez rhomme 

a) Les cerveaux humains post-mortem sont 
conserves a -20° C. Des coupes de 10 \xm sont 
reaiisees sur des blocs contenant soit le locus 

40 niger,soitiacornede Amon. Les coupes sont trai- 

tees comme indique en 4 pour les coupes de cer- 
veau de singe. 

b) Aprds radioautographie, on observe un fort 
marquage du locus niger (structure correspon- 

45 dant a la substance noire chez le rat) et un mar- 

quage faible sur !e corne de Amon (equivalent 
chez rhomme de rhippocampe du rat). 
Le locus niger contient quasi exclusivement des 
sites de liaisons de type 5-HT D , alors que la corne de 
50 Amon est composee en majorite de sites de type 5- 
HT 1A . 

Le derive iode teste marque done in vitro les 
recepteurs 5-HT 1D du cerveau humain. II peut done 
etre utilise pour les etudes de recepteurs de ce type 
55 chez i'homme et ieur variation dans les maladies neu- 
rodegeneratives (choree de Huntington). Les derives 
decrits dans le present brevet qui presentent cette 
propriete et qui passent la barriere hemato-enc6pha- 
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lique, pourront Stre utilises & des fins therapeutiques 
dans le cas de dysfonctionnements lies au type de 
recepteurs concerns (5-HT 1D ). 

Ill Liaison des derives de la serotonine sur les 
recepteurs peripheriques 

1. Franchissement de la barriere hemato-ence- 
phalique. 

Lorsque les molecules passent la barriere hema- 
tc-encephalique, elles sont suceptibles d'agir sur les 
recepteurs du systeme nerveux central, effet recher- 
che dans de nombreux cas (cf. point 4). 

Dans le cas ou les recepteurs existent aussi bien 
en peripheric que dans le systeme nerveux central, il 
peut etre souhaitable d'avoir des derives qui ne pas- 
sent pas la barriere hemato-encephalique. Ces deri- 
ves auront alors un effet sur les recepteurs 
peripheriques, sans action centraie predominate. 

A. Protocole experimental 

2 souris et 2 cobayes sont anesthesies profonde- 
ment £ I'hydrate de chloral (injection intraperitoneal 
de 0,12 mi pour 100 g de poids d'une solution d 35 %). 
La cage thoracique est ouverte, le coeur est mis & nu. 

Une injection intracardiaque de S-CM- 
G[ 125 1]TNH 2 de 200 uJ pour la souris et 1,5 ml pour le 
cobaye est realisee. 

Apres 10 minutes, les animaux, tou jours sous 
anesthesie profonde sont decapites, les cerveaux 
congeles et conserves comme indique dans I'exem- 
plel. 

On procede & des coupes et a. une autoradiogra- 
phic comme decrit dans I'exemple 1 . 

B. Resultats 

L'examen de coupes passant en divers niveaux 
du cerveau ne montre aucun marquage, en particulier 
dans ia substance noire, structure anatomique qui est 
bien marquee lorsque Ton procede & une incubation 
in vitro dans le m£me traceur. 

Conclusion : 

Le deriv6 de la serotonine teste, ne passe pas la 
barriere hemato-encephalique, permettant de soca- 
ger les effets les plus douloureux de la migraine. 
Aucune toxicite n'a ete observee k la dose injectee. 

2. Etude par imagerie in vivo avec une gamma 
camera de la repartition de ia liaison du derive S-CM- 
GP25|]TNH 2 

Etant donne que ce d6riv§ ne passe pas la 
barriere hematoenc6phalique comme nous I'avons 
montre en 1, nous avons etudie la distribution du mar- 
quage peripherique par imagerie in vivo. 

Les animaux (souris) sont anesthesies et injectes 
par vole intraveineuse avec du derive S-CM- 
G[ 125 I]TNH2. Tres rapidement, on observe la diffusion 
du produit dans ie coeur, tout le systeme vasculaire 
et le foie. 10 minutes apres rejection, le marquage 



diminue dans le systeme vasculaire, sauf le coeur et 
le tronc vasculaire cerebral. Dans cette derniere 
zone, ie marquage est retenu pendant 15 & 20 minu- 
tes, avant de disparaftre lentement. Le marquage de 

5 la vessie s'accroit & des temps plus longs, le coeur 
restant marque assez longtemps. 

Une experience a ete realisee avec un derive 
iode, presentant la mdme liaison specifique que le 
derive ci-dessus, mais ne possedant pas ia propriete 

10 de se lier specifiquement sur les sites 5-HT 1B et 5- 
HT 1D centraux. Dans ce cas, le decours du marquage 
observe avec la gamma camera est identique & celui 
observe avec le S-CM-GF 25 I]-TNH 2l sauf pour le tronc 
vasculaire ceYebral, quine presente pas de retention 

15 particuliere. 

Le S-CM-GTNH 2 et ses derives, peuvent done 
etre utilises a des fins therapeutiques dans le soula- 
gement des crises de migraine. Ne pouvant franchir 
la barriere hematoencephalique, ils ne sont pas sus- 

20 ceptibles de provoquer des effets secondaires par 
action sur les sites serotoninergiques centraux de 
I'homme. 

EXEMPLE 3 

25 

On a prepare des comprimes repondant a la for- 
mule : 

5-O-carboxymethylglycyityrosinamide (S-CM- 
GTNH 2 ) 
30 0,5 mg 

excipient q.s. pour un comprime termine a. 
100 mg 

(detail de ['excipient : lactose, amidon, talc, stearate 
de magnesium) 

35 

EXEMPLE 4 

On a prepare des comprimes secables repondant 
a. la formule : 

40 5-O-carboxymethyIglycyItyrosinamide (S-CM- 
GTNH 2 ) 

2mg 

excipient q.s. pour un comprime termine & 
100 mg 

45 (detail de I'excipient : lactose, amidon, talc, stearate 
de magnesium) 

EXEMPLE 5 

so On a prepare une preparation injectable repon- 

dant £ la formule : 

5-O-carboxymethylgiycyltyrosinamide (S-CM- 
GTNH 2 ) 

0,5 mg 

55 excipient : eau pour preparation injectable 
2 ml 
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EXEMPLE 6 

On a prepare un aerosol nasal repondant a la for- 
mule : 

5-O-carboxymethyIglycyltyrosinamide (S-CM- 
GTNHa) 

30 mg 

excipient : solute aqueux : chlorure de sodium, citrate 
trisodique, acide citrique, 
eau distilI6e 
15 ml 

EXEMPLE 7 

On a prepare un aerosol buccal repondant a la 
formule : 

5-0-carboxym6thylglycyltyrosinamide (S-CM- 
GTNH2) 

60 mg 

excipient : solute aqueux : acide citrique, alcool ethy- 
lique, edulcorant, aromatisant, polysorbate 80, propy- 
lenegiycol, 
eau purifiee 
50 ml 
Propulseur : azote 

EXEMPLE 8 : Kit d'analyse d'un recepteur 5-HT 1D 

On a prepare un kit d'etude de presence du 
r6cepteur5-HT 1D , d'affinite de derive pour ledit recep- 
teur et de revelation des alterations de Paffinite et du 
nombre de ces recepteurs, ayant la composition sui- 
vante : 

- Produit de I'exemple 2, stade B (2000 Ci- 
/mmole) dans du tampon Tris HCL 50 mM pH 7,4 

15 ml 

- Standard serotonine (oxalate) lyophilisee, 10 
nmoles, et tampon pH 6,2 

- Standard produit de I'exemple 2, stade B, 1 
nmoie de serotonine par flacon, et tampon pH 6,2 

- Solution d'inhibiteur : pargyline 1,25 mmoie, 8- 
OH-DPAT 12,5 mmoles, mesulergine 12,5 nmo- 
les par flacon, tampon pH 7,4 

- Diluant : tampon salin pH 7,4 

- Filtres : fibre de verre 

LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1 : Purification des produits de la carboxy- 
methylation de la N-BOC-T 3 

A : chromatogramme apr£s CLHP \i Bondapack 
C 18 0-30 mn : TFA 0,05 % 50 vol, methanol 50 vol 
30-80 mn : gradient methanol 100 %. 
La hauteur des pics n'est pas absolue car si s'agit 
de deux profils dilution differents superposes. 
B : spectre d'absorption du BOC-T 3 en milieu 
acide (Ac) et alcalin (Al). Ordonn6es : D.O. 
Abscisses : longueur d'ondes de 220 a 350 nm. 



Le spectre est deposable en milieu basique, 
comme pour la T 3 . 

C : spectre d'absorption du BOC-T 3 -OCH 2 -CO- 
OH en milieu acide (Ac) et alcalin (Al). 
5 Ordonnees : D.O. - Abscisses : longueur d'ondes 

de 220 a 350 nm. Le spectre n'est pas deplapabie 
en milieu basique. 

Figure 2 : Purification des produits de la carboxy- 
methylation de la serotonine-N-BOC (BOC-S) 
10 A : chromatogramme apr£s CLHP sur Ultras- 

phere ODS C 18 en isocratique H 2 0-TFA 0,05 % 
55 vol, methanol 45 vol. 

En ordonnees : densite optique (D.O.) pour diver- 
ses longueurs d'ondes (indiquees a droite). En 

15 abscisses, le temps en minutes. 

B : spectre d'absorption ajuste a 280 nm du pro- 
duit sortant a 28 minutes, le BOC-S (trait plein) et 
de celui sortant a 36 minutes, le BOC-S-CM (trait 
pointilie). Ordonnees : D. O., abscisses : lon- 

20 gueurs d'ondes 200 a 350 nm. 

C : spectre d'absorption du BOC-S-CM en milieu 
acide (Ac) et alcalin (Al). Ordonnees : D.O.- Abs- 
cisses : longueur d'ondes 200 a 350 nm. 
D : spectre d'absorption de la serotonine en 

25 milieu acide (Ac) et alcalin (Al). Ordonnees : D.O. 

- Abscisses : longueur d'ondes 200 a 350 nm. 
E : spectre d'absorption du BOC-S- en milieu 
acide (Ac) et alcalin (Al). Ordonnees : D.O. - Abs- 
cisses : longueur d'ondes 200 a 350 nm. 

30 Remarquer que le spectre est d6place en milieu 

basique comme pour la serotonine (figure 1 D). 
Ce n'est pas le cas du BOC-S-CM (figure 1C) qui 
est substitue sur le OH. 

Figure 3 : Purification des produits de la conju- 
35 gaison du BOC-S-CM et du GTNH 2 

A : chromatogramme apr£s CLHP sur Ultras- 
phere C 18 en isocratique H 2 0 pH 6 60 vol, metha- 
nol 40 vol. 

Ordonnees : D.O. pour diverses longueurs 
40 d'ondes (indiquees a droite). En abscisses, le 

temps en minutes. 

B : spectre d'absorption ajuste a 280 nm du pro- 
duit sortant a 1 8 minutes, le GTNH 2 (trait plein) de 
celui sortant a 35 minutes, le BOC-S-CM (trait 
45 pointilie court) et de celui sortant a 48 minutes, le 

BOC-S-CM-GTNH 2 (trait pointilie long). Ordon- 
nees : D.O. - Abscisses : longueur d'ondes de 
200 a 350 nm. 

C : spectre d'absorption du BOC-S en milieu 
so acide (Ac) et alcalin (Al). Ordonnees : D.O.- Abs- 

cisses : longueur d'ondes de 200 a 350 nm. 
D : spectre d'absorption du GTNH 2 en milieu 
acide (Ac) et alcalin (Al). Ordonnees : D.O.- Abs- 
cisses : longueur d'ondes de 200 a 350 nm. 
55 E : spectre d'absorption du BOC-S-CM-GTNH 2 

en milieu acide (Ac) et alcalin (Al). Ordonnees : 
D.O. - Abscisses : longueur d'ondes de 200 a 350 
nm. Remarquer que le defacement du spectre 

11 
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en milieu alcalin ne correspond pas du tout a celui 
d'une serotonine non substitute sur le OH (figure 
2C), tout en etant plus deplace que le spectre du 
BOC-S-CM (figure 1C). On observe un displace- 
ment vers les grandes longueurs d'ondes, 
comme pour le GTNH 2 (figure 2D), rnais cette 
modification est moins elevee en D.O. 
Figure 4 : Purification des produits de deprotec- 
tion de Famine du BOC-S-CM-GTNH 2 

A : chromatogramme apres CLHP sur C 18 Bonda- 
pack en isocratique H 2 0-TFA 0,05 % 65 vol, 
methanol 35 vol. 

Ordonnees : D.O. pour 280 et 300 nm - Abscis- 
ses, temps en minutes. 

B : spectre d'absorption ajuste a 280 nm du pro- 
duct sortant a 24 minutes, le S-CM (trait plein) et 
celui sortant a 30 minutes, le S-CM-GTNH 2 (trait 
pointille). Le spectre du produit sortant a 60 minu- 
tes, le BOC-S-CM-GTNH 2 est identique a celui 
montre sur la figure 2B. 

C : spectre d'absorption du S-CM~GTNH 2 en 

milieu acide (Ac) et alcalin (Al). Ordonnees : D.O. 

- Abscisses : longueur d'ondes de 200 a 350 nm. 

Remarquer que le deplacement du spectre en 

fonction du pH est identique a celui obtenu pour 

le BOC-S-CM-GTNH 2 montre sur la figure 2E. 

Figure 5 : Analyse des sites de liaison du S-CM- 
G[ 125 I]-TNH 2 chez le rat - Coupes (10 nm) de cerveau 
de rat incubees dans S-CM-G p5f]TNH 2 0,03 nM. 

A : au niveau anterieur 

Px : plexus choroid es ; St : striatum 

B : au niveau mesencephalique 

SD : subiculum dorsal ; SN : substance noire ; 

H : hippocampe 

C : liaison non specifique au niveau mesence- 
phalique etablie en presence de 5-HT 10" 5 M 
Remarquer que Px et H ne sont pas marques 
(alors qu'ils contiennentrespectivementdes sites 
5-HT 1c et 5-HT 1A ) et que St, SD et SN (qui pos- 
sedent des sites 5-HT 1B ) sont marques. 
Figure 6 : Analyse des sites de liaison du S-CM- 
G[ 126 IJ-TNH2 chez le cobaye - Coupes (10 u.m) de cer- 
veau de cobaye incubees dans S-CM-G[ 125 I]TNH 2 
0,03 nM. 

A : au niveau anterieur 

Px : plexus choroTdes ; St : striatum 

B : au niveau hippocampe 

SD : subiculum dorsal ; H : hippocampe 

C : Niveau substance noire : 

SN : substance noire 

Remarquer que Px et H ne sont pas marques 
(alors qu'ils contiennent respectivement des sites 
5-HT 1c et 5-HT 1A ) et que St, SD et SN (qui pos- 
sedent des sites 5-HT 1D ) sont marques. 
Figure 7 : Detection des recepteurs 5-HT-t sur 
coupes de cerveau de singe (Macacca mulatta n). Les 
coupes (10 urn) de tissu congele sont incubes avec 
diverses sondes et radioautographiees. 
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A. Incubation dans [3H]5-HT 2 nM montrant les 
sites 5-HTi totaux dans ('hippocampe (H), la 
substance noire (SN). 

B. Incubation dans [3H]8-OH-DPAT 1 nM mon- 
5 trant les sites 5-HT 1a exclusivement localises 

dans Thippocampe. 

C. incubation dans PH]5-HT 2 nM de 100 nM 8- 
OH-DPAT et 100 nM mesulergine, montrant les 
sites 5-HT-tB quasi exclusivement localises dans 

10 la substance noire. 

D. Incubation p25|]S-CM-GTNH 2 0,02 nM, mon- 
trant un marquage exclusif de la substance noire, 
similaire a celui montre en C. 

E. Meme incubation que D mais additionne de 
15 10" 5 M 5HT montrant la liaison non specifique 

(echelle = 1 cm). 

F. Schema des structures anatomiques, tire au 
niveau A11,5 de ['atlas Riche et al. 1968. 

20 

Revendications 

1 . Les derives de molecules bioiogiquement actives 
comportant une fonction amine primaire et un 

25 noyau hydroxyle ainsi que leurs sels d'addition 

avec les acides mineraux ou organiques, carac- 
terises en ce qu'ils repondent a la foimule gene- 
rale I : 

IR^'N-A-B-O-ChVCO]^ (I) 
30 dans iaquelle 

n represente un nombre entier de 1 a 10 ; 
A represente une chaTne alcoylene lineaire 
ou ramifiee renfermant de 1 a 5 atomes de car- 
bone ; 

35 B represente un noyau aromatique 

comportant de 6 a 10 atomes de carbone, le cas 
echeant substitues et eventuellement un heteroa- 
tome, ou un groupement -B^X-B^, dans lequel 
B-j et B 2 ont la signification de B ci-dessus et X 

40 represente un atome d'oxygene ou une chaTne 

alcoylene renfermant de 1 a 4 atomes de car- 
bone, 

- R 1 represente un reste amine ou un reste 
d'un alcooi, et 

45 R' et R" represented un radical alcoyle 

renfermentde 1^5 atomes de carbone, un atome 
d'hydrogene ou un radical hydrophobe, ainsi que 
leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou 
organiques, etant entendu que R' et R" ne peu- 

50 vent pas representer un radical derive du 2- 

hydroxy-3-phenoxypropyle ou du 2-hydroxy-2- 
phenylethyie. 

2. Les derives de formule (I) tels que definis a la 
55 revendication 1, ainsi que leurs sels d'addition 

avec les acides mineraux ou organiques, carac- 
terises en ce que B represente un noyau phenyle, 
indole ou un groupement p-phenoxyphenyle, 

12 
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eventuellement substitue parun ou plusieurs ato- 
nies d'halogene, notamment un groupement 4- 
(3,5-diiodophenoxy)-3,5-diiodophenyie. 

3. Les derives selon la revendication 2, ainsi que 
leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou 
organiques, caracterises en ce que R 1 represente 
un radical NHRdans lequel R represente un reste 
d'une diamine, d'une proteine, d'un acide amine 
ou d'un polypeptide constitue au plus de 5 acides 
amines ou des derives desdits acides amines ou 
polypeptides, ainsi que leurs sels d'addition avec 
les acides mineraux ou organiques. 

4. Les derives selon la revendicaiton 1, 2 ou 3, 
caracterises en ce que R' et R" represente nt un 
radical alkyle lineaire ou ramifie renfermant de 1 
a 5 atomes de carbone, et A represente un radical 
-CH 2 -CH 2 -, ainsi que leurs sels d'addition avec 
les acides mineraux ou organiques. 

5. Le tryptamine-5-O-carboxymethylglycyltyrosina- 
mide [S-CM-GTNHJ, ainsi que ses sels d'addi- 
tion avec les acides mineraux ou organiques. 

6. Procede de preparation des derives de formule (I) 
tels que definis a la revendication 1, ainsi que de 
leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou 
organiques, caracterise en ce que Ton fait reagir 
un derive de formule (II) : 

R'R" N-A-B-OH (II) 
dans laquelle R', R", A et B ont la signifi- 
cation deja indiquee, avec un derive comportant 
un groupement protecteur des fonctions amine 
dans le cas ou R' = R"= H, pourobtenir un derive 
de formule (111) : 

Y-HN-A-B-OH (III) 
dans laquelle A et B ont la signification 
deja indiquee et Y represente un groupement pro- 
tecteur des fonctions amine, faciiement clivable, 
que Ton fait reagir avec un acide halogeno-aceti- 
que pour obtenir un derive de formule (IV) : 
Y-HN-A-B-0-CH 2 COOH (IV) 
dans laquelle A, B et Y ont ia signification 
deja indiquee, que Ton fait reagir avec un derive 
amine ou un derive d'un atcoo! pour obtenir le 
derive de formule (I) telle que definie ci-dessus, 
le cas echeant sous forme dimere de formule (I') : 
R'R"-N-A-B-0-CH 2 -CO-NH-R-NH-CO-CH 2 -0-B- 
A-N-R'R" (I') 
dans le cas d'une diamine ou polymere 
dans le cas d'une polyamine, que Ton isole et, si 
desire, salifie. 



8. Compositions pharmaceutiques caracterisees en 
ce qu'elies renferment a titre de principe actif Tun 
au moins des medicaments tels que definis a 
Tune queiconque des revendications 2, 3 ou 4. 

5 

9. Compositions pharmaceutiques caracterisees en 
ce qu'elies renferment a titre de principe actif Tun 
au moins des medicaments tels que definis a la 
revendication 5. 

10 

10. Les derives selon Tune queiconque des revendi- 
cations 1 a 5, caracterises en ce qu'ils se presen- 
ted sous une forme marquee, le marqueur 
pouvant etre un element radioactif, en particulier 

15 125 1, une molecule fluorescente, une enzyme, 

une proteine portant un or colloTdal ou un produit 
de contraste. 

11. Application des derives selon Tune queiconque 
20 des revendications 4 et 6 a I'imagerie des sites de 

liaison des mediateurs endogenes. 

12. Application des derives selon Tune queiconque 
des revendications 5 et 10 a la purification des 

25 recepteurs des mediateurs endogenes. 

13. Les derives selon Tune queiconque des revendi- 
cations 1 a 5, caracterises en ce qu'ils comportent 
une proteine greffee sur le chaTnon O-carboxy- 

30 methyle selon les precedes de la revendication 5. 

14. Application des derives selon la revendication 1 3, 
a la preparation d'anticorps diriges contre les 
mediateurs endogenes et leurs derives. 

35 

15. Application des derives selon les revendications 
1 a 5 et en particulier les derives de la thyroxine 
O-carboxymethyle a I'inhibition de la liaison aux 
proteines de transport, pour le dosage de I'hor- 

40 mone total e. 

16. Kits d'analyse pour le dosage des mediateurs et 
de leurs derives, caracterises en ce qu'ils renfer- 
ment i'un au moins des derives selon Tune quel- 

45 conque des revendications 1 a 5, 10, 13 et 15. 



50 



7. Compositions pharmaceutiques caracterisees en 55 
ce qu'elies renferment a titre de principe actif I'un 
au moins des medicaments tels que definis a la 
revendication 1. 
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